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两 氨 酰 - 谷 氨 酰胺 缓解 Diquat 诱导 的 断奶 仔猪 氧化 损伤 的 影响 1 


FHAR H FEH RA SAB 


(江西 农业 大 学 ， 江 西 省 动物 营养 重点 实验 室 ， 江 西 省 营养 饲料 开发 工程 中 心 ， 南 昌 330045) 


摘 要 : 本 研究 旨 在 探讨 丙 氨 酰 - 谷 氮 酰 胶 (Ala-Gln) 缓解 Diquat 诱导 的 断奶 仔猪 氧化 损伤 的 影 
响 。 试 验 采 用 双 因 子 设计 ， 选 取 24 头 健康 状况 良好 、 胎 次 相近 的 21 日 龄 断奶 仔猪 ， 首 先 随 机 分 
成 2 个 组 , 每 组 12 个 重复 , 每 个 重复 1 头 猪 , 2 个 组 分 别 饲 喂 基础 饲 粮 和 基础 饲 粮 十 0.3% Ala-Gln 
的 试验 饲 粮 。 预 饲 咀 7 d 后 ， 在 前 期 饲 喂 基础 上 ， 将 仔猪 分 成 4 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 
1 头 猪 , 分 别 为 基础 饲 粮 组 、 基 础 饲 粮 +0.3% Ala-Gln 组 、 基 础 饲 粮 应 激 组 、 基 础 饲 粮 +0.3% Ala-Gln 
应 激 组 。 通 过 腹腔 注射 8 mg/kg BW Diquat 模拟 仔猪 氧化 应 激 ， 而 未 应 激 的 组 别 则 注射 等 量 的 灭 
菌 生理 盐水 。 试 验 期 7d。 结 果 表 明 : 1) 仔猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 与 基础 饲 粮 应 激 组 相 比 ， 饲 粮 
添加 Ala-Gln 显著 提高 了 血清 谷 氨 酰 胺 (Gln)、 谷 胶 甘 肽 (GSH) 含量 和 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 


(GSH-Px)、 总 超 氧 化 物 歧化 酶 (T-SOD) 活性 以 及 总 抗 氧化 能 力 (T-AOC) (P<0.05). 2) fF 


猪 正 常生 理 状态 和 氧化 应 激 状 态 下 ， 与 相应 基础 饲 粮 组 和 基础 饲 粮 应 激 组 相 比 ， 饲 粮 中 添加 


Ala-Gln 显著 提高 了 空肠 GSH-Px 活性 和 TAOC (P<0.05)， 显 著 降 低 了 丙 二 配 (MDA ) 含量 


(P<0.05); 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 显著 提高 了 肝脏 GSH-Px 活性 和 TAOC (P<0.05)， 显 著 降低 了 


MDA 含量 (P<0.05)。3) 仔猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 与 基础 饲 粮 应 激 组 相 比 ， 饲 粮 中 添加 Ala-GIn 
显著 提高 了 肝脏 中 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4 CG Px4) mRNA 表达 量 (P<0.05)， 显 著 降 低 了 超 氧 化 
物 歧化 酶 1 (SOD1) mRNA 表达 量 (P<0.05)。 由 此 可 知 ,仔猪 正常 生理 状态 和 氧化 应 激 状 态 下 ， 
饲 粮 中 添加 Ala-Gln 可 提高 仔猪 抗 氧化 能 力 ， 降 低 MDA 含量 ， 从 而 减 绥 氧 化 应 激 对 断奶 仔猪 机 
体 组 织 的 损伤 ， 且 在 氧化 应 激 状态 下 效果 更 为 显著 。 
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动物 在 正常 的 生理 条 件 下 ， 机 体内 氧化 和 还 原水 平 处 于 动态 平衡 中 ,， 即 自由 基 不 断 产生 ， 同 
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时 又 被 及 时 清除 。 如 果 这 种 稳 态 被 打破 ， 体 内 自由 基 将 因 无 法 及 时 分 解 或 转化 而 出 现 大 量 累积 。 
当 自 由 基 超 过 机 体 抗 氧化 防御 系统 的 承受 能 力 时 , 将 造成 机 体 氧化 损伤 , 进而 造成 动物 消化 系统 
和 人 免疫 系统 受 损 ， 生 产 性 能 下 降 帆 。 在 养 猪 生产 中 ， 氧 化 应 激 是 断奶 仔猪 常见 的 生理 现象 ， 也 是 
引起 养殖 经 济 损失 的 一 个 主要 因素 。 研 究 表 明 ， 谷 氨 酰 胺 (GIn〉 是 哺乳 动物 血液 中 最 丰富 的 一 
种 游离 氨基 酸 ， 在 泌乳 21 d 的 母 猪 乳汁 中 含量 高 达 1.93 mmoyLD。Gln 作为 重要 的 免疫 增强 因 
子 , 可 减少 氧化 应 激 状 态 下 的 氧化 损伤 。 研究 发 现 , 饲 粮 添 加 GIn 可 提高 仔猪 血浆 和 空肠 组 织 中 
游离 Gh、 谷 胱 甘 肽 (GSH) 含量 。Ghn 可 以 缓解 断奶 应 激 引 起 的 肠 道 Gln 含量 降低 及 氧化 型 谷 
胶 甘 肽 (GSSG) /还 原型 GSH 的 比值 增加 Bl; 还 可 以 减少 疾病 或 应 激 状态 下 细胞 凋 亡 ， 主 要 通 
过 增强 抗 氧 化 酶 防御 作用 、 热 休克 蛋白 的 表达 以 及 诱导 细胞 自 吻 来 发 挥 作 用 和 内。Gln 作为 小 肠 细 
胞 的 主要 能 量 来 源 ， 也 可 有 效 促进 小 肠 上 皮 细 胞 和 淋巴 细胞 增殖 、 分 化 ， 修 复 小 肠 黏 膜 辐 。 但 ! 
于 Gin 单 体 水 溶性 低 、 热 不 稳定 ， 且 易 分 解 为 有 毒 的 焦 谷 氮 酸 和 氟 ， 因 而 大 大 限制 了 它 在 畜 禽 饲 
粮 中 的 应 用 。 二 肽 形式 的 Gln[Gln 二 上 肽 ， 如 丙 氨 酰 - 谷 氨 酰 胺 Ala-Gln》] 则 可 克服 单 体 Gin 的 缺 
= 点 ， 在 水 溶液 、 热 环境 下 较 稳定 ， 常 温 下 保存 2 年 仍 保持 稳定 ， 且 在 水 中 溶解 度 约 为 单 体 Gln 
的 4 倍加。 小肠 科 膜 可 吸收 Gln 二 肽 ， 在 组 织 和 细胞 内 快速 分 解 成 Gln 而 被 利用 ， 小 肠 对 Gln 二 
肽 吸收 具有 不 饱和 性 ， 且 不 存在 竞争 ， 相 比 单 体 Gn 具有 更 大 的 吸收 利用 优势 。 因 此 Gin 二 肽 作 
为 Gin 的 蔡 代 物 广泛 应 用 于 临床 医学 的 全 骨 肠 外 营养 。 然 而 ,目前 Gn 二 肽 对 断奶 仔猪 抗 氧 化 能 
力 的 影响 鲜 有 报道 。 因 此 ， 本 研究 拟 以 Ala-Gln 为 试验 材料 ， 探 讨 Ala-Gln 对 Diquat 诱导 的 氧化 
应 激 仔猪 血清 、 空 肠 和 肝脏 抗 氧化 指标 的 影响 ， 骨 在 为 Ala-Gln 在 仔猪 饲 粮 中 的 科学 应 用 提供 理 
论 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 

本 试验 所 用 的 Ala-Gln 购 自 上 海 超 强化 工 有 限 公 司 ， 纯 度 宇 99%。 
12 试验 动物 与 试验 设计 

试验 采用 双 因子 设计 ， 选 取 24 头 健康 状况 良好 、 胎 次 相近 的 21 日 龄 断奶 去 势 小 公 猪 ， 随 机 
分 成 2 个 组 ,每 组 12 个 重复 ,每 个 重复 1 头 猪 ,2 个 组 分 别 饲 喂 基 础 饲 粮 和 基础 饲 粮 十 0.3% Ala-Gln 
的 试验 饲 粮 。 预 饲 咀 7 d 后 ， 在 前 期 饲 喂 基础 上 ， 将 仔猪 分 成 4 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 
1 头 猪 , 分 别 为 基础 饲 粮 组 、 基 础 饲 粮 +0.3% Ala-Gln 组 、 基 础 饲 粮 应 激 组 、 基 础 饲 粮 +0.3% Ala-Gln 
应 激 组 。 通 过 腹腔 注射 8 mg/kg BW Diquat 模拟 仔猪 氧化 应 激 ， 未 应 激 组 则 注射 等 量 的 灭 菌 生理 


盐水 。Diquat 剂量 的 确定 参照 徐 静 等 四 的 方法 。 试 验 期 7 do 
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1.3 ”试验 饲 粮 
试验 所 用 基础 饲 粮 为 玉米 -豆粕 型 饲 粮 ， 试 验 饲 粮 在 基础 饲 粮 中 添加 0.3% 的 Ala-Gln。 饲 粮 
配方 参照 NRC (2012)， 以 真 回肠 可 消化 氨基 酸 为 基础 进行 配制 。 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 


la 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 


Im Items 含量 Content 


原料 Ingredients 


玉米 Corn 30.75 
膨化 玉米 Expanded com 30.00 
豆粕 Soybean meal 12.00 
HEKE. Extruded soybean 10.00 
进口 鱼粉 Import fish meal 2.00 
乳 清 粉 Dried whey 4.00 
玉米 和 蛋白 粉 Corn protein powder 6.00 
豆油 Soybean oil 1.00 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 1.55 
石粉 Limestone 0.68 
氧化 钠 NaCl 0.17 
L- 赖 氨 酸 盐酸 盐 L-lysineeHCl 0.49 
DL- 和 蛋氨酸 DL-methionine 0.14 
L- 苏 氨 酸 L-threonine 0.10 
EAR Tryptophan 0.02 
氧化 胆 碱 Choline chloride 0.10 
预 混 料 Premix 1.00 
合计 Total 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels 


消化 能 DE/MJ/kg) 14.39 
粗 蛋 白质 CP 19.43 
钙 Ca 0.80 
总 全 TP 0.65 
有 效 磷 AP 0.49 
钠 Na 0.19 


真 回 肠 可 消化 氨基 酸 The ileal digestible amino acid 


ChinaXiv 合 作 
AR Lys 1.35 
蛋氨酸 Met 0.48 
和 蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 Met+Cys 0.79 
IARR Thr 0.79 
EAR Trp 0.22 


预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 The premix provided the following per kilogram of the diet: Fe 120 mg, 
Cu7mg, Mn 23 mg, Zn 130 mg, 10.2 mg, Se 0.3 mg, Co 1.5 mg, VA 4 800 IU, VD; 480 IU, 
VE 40 IU, VK31.5 mg, VB13 mg, VB;8 mg, VB63.5 mg，VBi0.04 mg, 泛酸 pantothenic acid 
25mg, Æx niacin 35 mg， 生物 素 biotin0.15 mg, IHR folic acid 1 mg. 

1.4 饲养 管理 

试验 于 江西 农业 大 学 江西 省 动物 营养 重点 实验 室 动物 试验 中 心 保育 猪 舍 进 行 。 舍 温 控 制 在 
23~26 'C， 相 对 湿度 保持 在 55%~65%， 粉 料 饲 喂 ， 自 由 采 食 、 饮 水 。 驱 虫 、 去 势 、 防 疫 注射 等 
岂 理 措施 按 猪 场 常规 程序 执行 。 

1.5 样品 采集 与 处 理 

于 试验 期 第 7 天 早上 ， 以 重复 为 单位 ， 仔 猪 空腹 前 腔 静 脉 采血 。 静 置 待 凝血 后 ，3 000 r/min 
离心 15 min， 分 装 血 清 ， 于 -20 保存 待 测 。 仔 猪 静 脉 注射 SRE, Wo. At 
腹腔 。 迅 速 分 离 肝 脏 、 空 肠 ， 吻 除 脂肪 和 可 见 结 缔 组 织 后 ， 用 预 冷 (4 °C) 生理 盐水 冲洗 ， 迅 速 
取样 。 肝 脏 迅速 放 入 液 氮 ， 于 -70 保存 待 测 。 

将 小 肠 和 肠系膜 推 向 左下 方 ， 暴 露出 十 二 指 肠 腹膜 固定 段 ， 在 此 用 线 结扎 定位 空肠 头 部 位 ， 
剪断 分 离 肠 系 膜 ， 取 空肠 中 部 10 cm £A, 用 预 冷 生 理 盐水 轻 轻 冲 净 肠 内 壁 ， 剪 取 2 cm 存 于 1.5 
mL AFER, WAGER, T-70 CREE. 

1.6 测定 指标 与 方法 


= 


1.6.1 血清 抗 氧化 指标 
采用 南京 建成 生物 工程 研究 所 试剂 使， 根据 试剂 盒 说 明 要 求 进行 检测 ， 分 别 测定 血清 Gin. 
GSH、 丙 二 醛 (MDA) 含量 和 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 GSH-Px)、 过 氧化 氧 酶 (CAT)、 总 超 氧 化 
物 歧化 酶 (T-SOD) 活性 以 及 总 抗 氧 化 能 力 〈TAOC )。 
1.6.2 空肠、 肝脏 抗 氧化 指标 
采用 南京 将 建成 生物 工程 研究 所 试剂 盒 ， 根 据 试 剂 盒 说 明 要 求 进行 检测 ， 分 别 测 定 空肠 、 肝 
IEF GSH, MDA 含量 和 GSH-Px, CAT, T-SOD 活性 以 及 TAOC。 


1.6.3 ”肝脏 谷 胱 甘 肤 过 氧化 物 酶 4 (GPx4)、 超 氧化 物 歧化 酶 1 (SOD1) mRNA 表达 
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1.6.3.1 总 RNA 提取 与 反 转 录 


按 试 剂 盒 说 明 采 用 Trizol 法 提取 肝脏 总 RNA. 


并 测定 RNA 的 浓度 与 纯度 ， 吸 光度 COD) 


260280 在 1.8~2.2 之 间 较 为 理想 。 利 用 TaKaRa RR047A 反 转 录 试 剂 盒 进行 反 转 录 ， 合 成 第 1 链 


cDNA， 置 于 -20 CRIEI]. 


1.6.3.2. GPx4, SOD1 mRNA 表达 量 检测 


GPx4、SOD1 mRNA 引物 和 探 针 采用 Primer express 2.0 软件 设计 ， 


专门 公司 合成 ， 引 


物 和 探 针 序列 见 表 2。 按 下 述 反 应 条 件 在 FTC2000(Canada) 实 时 荧光 定量 PCR 仪 上 进行 反应 ,PCR 


反应 体系 为 50 uL: 25 uL 2xHotstart Fluo-PCR mix, 1 pyLx2 上 /下 游 引 物 ，0.5 uL Probe (25 


pmol/L), 1 kL cDNA 模板 , 21.5 pL dH20. KJEE 


量 PCR 扩 增 条 件 的 设置 : 94 C 4min; 94 C 


20s; 60 C 30s 循环 40 次 。 以 B- 肌 动 蛋 白 (B-actin) 作为 内 参 , 采用 2-^C 方 法 计算 GPx4、SODI1 


mRNA 表达 量 。 


表 2 GPx4、SOD1 和 B-actin mRNA 的 引物 和 探 针 序列 


Table 2 Primer and probe sequences of GPx4, SOD1 and B-actin mRNA 


目的 基因 登录 号 类 型 序列 

Target gene Accession No. Type Sequence 

谷 胱 甘 肽 过 Eğ 5'- CCAGTTTGGGAGGCAGGAG-3' 

氧化 物 酶 4 NM_214407.1 下 游 5'- GGACTTTCATCCACTTCCACAG-3' 

GPx4 IREF 5'-TCCCCATTCACACAGATCTTGCTGAAC-3 

超 氧化 物 歧 上 游 5'-TGGAGACCTGGGCAATGTG-3' 

化 酶 1 XM 005657141.1 下 游 5'-CCACCTCTGCCCAAGTCATC-3' 

SOD1 PRET 5'-CATCGAAGATTCTGTGATCGCCCTC-3' 
上 游 5'- GGGTATGGGTCAGAAAGATTCC-3' 

B- 肌 动 蛋白 

AF054837.1 下 游 5'- TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3' 

B-actin 

PRET 5'-CTCAGAGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTC -3' 
1.7 数据 统计 


采用 SPSS 17.0 软件 对 数据 进行 方差 分 析 ， 试 验 指标 按 因子 试验 设计 进行 双 因 素 有 效 互 作 方 


差分 析 ， 分 析 主 效应 〈Ala-Gln 和 Diquat) 以 及 两 者 的 交互 效应 ，Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 结 


果 以 “平均 值 土 标准 误 ” 形 式 表 示 。 通 过 2-Act 方 式 计 介 


误 ” 形 式 表 示 。P<0.05 为 差异 显 


2 结 R 


2.1 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 


aes 


青 抗 氧 化 指标 的 影 


Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔 猪 


清 GSH-Px、T-SOD 活性 和 T-AOC 及 MDA 含量 


量 和 CAT 活性 没有 影响 (P>0.05 ); Ala-Gln 对 


ae 


青 抗 氧化 指标 的 影 ! 


TAOC 有 显著 影响 (P<0.05), { 


2 


与 Ala-Gln 的 交互 效应 对 


MDA 含量 和 GSH-Px, CAT jt 


TSOD 活性 (P<0.05). 


表 3 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔 猪 血 ; 


清 工 SOD 活性 和 工 AOC 有 


清 Gln 含量 和 TAOC (P<0.05)， 对 血清 GSH 含 


仔猪 氧化 应 激 状态 下 , 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 显 


著 提 高 了 血清 


清 Gln. GSH 含量 
清 MDA 含量 和 CAT 活性 没 
著 影响 (P<0.01), 1 
FE 没有 显著 影响 CP>0.05 )。 

多 重 比 较 发 现 , Diquat 诱导 氧化 应 激 后 ,仔猪 血 ; 
仔猪 正常 生理 状态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 显著 降低 了 血 } 


mRNA 表达 量 ， 结 果 以 “平均 值 土 标准 


GHA ar ez 
J i eh 


青 GSH 含量 .TSOD yH 


青 工 SOD G14 


量 和 GSH-Px, CAT yt 


表 中 数据 可 知 ，Diquat 对 血 


了 显著 影响 CP<0.05), (AX ML Gin. GSH & 


和 GSH-Px, T-SOD 活性 及 


啊 (P>0.05); Diquat 


对 血清 Gln, GSH, 


FE 显著 下 降 (P<0.05 )。 


(P<0.05)， 显 著 提 高 
FE 无 显著 影响 (P>0.05); 


Gln, GSH. MDA 含量 以 及 GSH-Px, 


青 抗 氧化 指标 的 影响 


Table 3 Effects of Ala-Gln on serum antioxidant indices of weaned piglets challenged with oxidative 


stress 

项 Diquat (-) Diquat (+) 

0 0.3% 0 0.3% 
Items Ala-Gln Ala-Gln 
谷 氨 酰胺 
Gin/(mmol/L) 1.87 2.20" 1.93? 2.258 
APEH AIK 
GSH/(mg/L) 6.53° 6.92" 4.65° 5.46? 
谷 胱 甘 肽 过 氧化 
woi 477.442 496.24 346.45” 450.92? 
GSH-Px/(U/mL) 
We Ae 
CAT/(U/mL) 4.76 5.78 4.23 4.64 
总 超 氧化 物 歧化 
酶 T-SOD/(U/mL) 86.07° 61.86? 35.644 47.51° 
KZE 

2.45 2.43 


MDA/(nmol/mL) 2.15 1.99 


SEM 


0.055 


0.222 


16.892 


0.262 


4.393 


0.084 


P {a P-value 


<0.01 


<0.01 


<0.01 


<0.01 


Ala-Gln 


Diquat Ala-Gln X Diquat 


0.54 0.96 
0.61 0.10 
0.02 0.07 
0.11 0.56 
<0.01 <0.01 
0.03 0.65 


总 抗 氧化 能 力 

T-AOC/(U/mL) 2.73° 3.278 2.17° 2.78? 0.107 <0.01 <0.01 <0.01 
-表示 未 应 激 ，+ 表 示 应 激 ，Ala-Gln: 丙 所 酰 - 谷 氨 酰 胺 。 同 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05), 4 
同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 下 表 同 。 


- mean no stress, + mean stress, Ala-Gln: anyl-glutamine. In the same row, values with different small letter superscripts 


mean significant difference (P<0.05), while with the same or no letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05). The same as below. 
2.2 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 空肠 抗 氧化 指标 的 影 
Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 空肠 抗 氧 化 指标 的 影 1 


Ezi 


表 中 数据 可 知 ，Diquat 对 空 


E 
六 
小 
pes 
o 


肠 GSH-Px, CAT, T-SOD 活性 和 MDA 含量 及 TAOC 有 显著 影响 (P<0.05); Ala-Gln 对 空肠 


GSH-Px., T-SOD 活性 和 MDA 含量 及 工 AOC 有 显著 影响 (P<0.05)， 但 对 空肠 CAT 活性 无 显著 


Ell 


影响 (P>0.05); Diquat 与 Ala-Gln 的 交互 效应 对 空肠 MDA 含量 、GSH-Px 活性 和 T-AOC 


著 影 响 (P<0.05)， 但 对 空肠 CAT, T-SOD 活性 无 显著 影响 (P>0.05)。 


多 重 比 较 发 现 ，Diquat 诱导 氧化 应 激 后 ， 人 和 仔猪 空肠 GSH-Px、T-SOD 活性 和 T-AOC 显著 下 


降 (P<0.05), Z MDA 含量 显著 上 升 (P<0.05)。 仔 猪 正 常生 理 状态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 


显著 提高 了 空肠 GSH-Px 活性 和 T-AOC (P<0.05)， 显 著 降 低 了 空肠 MDA 含量 (P<0.05)， 但 对 


空肠 CAT 和 T-SOD 活性 无 显著 影响 (P>0.05); 仔猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 显著 


提高 了 空肠 GSH-Px, T-SOD 活性 和 T-AOC (P<0.05)， 显 著 降 低 了 空肠 MDA 含量 (P<0.05)。 


表 4 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 空肠 抗 氧化 指标 的 影响 


Table 4 Effects of Ala-Gln on jejunal antioxidant indices of weaned piglets challenged with oxidative 


stress 
项 Diquat (-) Diquat (+) P {— P-value 
0 0.3% 0 0.3% SEM 

Items Ala-Gln Ala-Gln Ala-Gln Diquat Ala-Gln X Diquat 
E We it A oN 
GSH-Px/(U/mg prot) 76.57” 92.34° 58.844 69.76° 2.820 <0.01 <0.01 0.02 
iol SUL 
CAT/(U/mg prot) 4.98% 5.168 4.59 4.87% 0.085 0.15 0.04 0.77 
总 超 氧化 物 歧化 栈 
T-SOD/(U/mg prot) 408.35% 426.05° 347.22° 384.80° 8.145 0.01 <0.01 0.33 
WE 
MDA/(nmol/mg prot) 0.80° 0.714 1.20? 0.93° 0.012 <0.01 <0.01 <0.01 
总 抗 氧化 能 

3.62° 4.32? 2.29° 3.60° 0.180 <0.01 <0.01 0.04 


T-AOC/(U/mg prot) 


Ezy 


2.3 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 肝脏 抗 氧 化 指标 的 影 
Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔 猪 肝脏 抗 氧化 指标 的 影响 见 表 5。 由 表 中 数据 可 知 ，Diquat 对 肝 


脏 GSH-Px、CAT、T-SOD 活性 和 MDA 含量 及 T-AOC 有 显著 影响 (P<0.05); Ala-Gln 对 肝脏 


TSOD、GSH-Px 活性 和 MDA 含量 及 T-AOC 有 显著 影响 (P<0.05)， 但 对 肝脏 CAT 活性 无 显著 


影响 (P>0.05); Diquat 与 Ala-Gln 的 交互 效应 对 肝脏 MDA 含量 、GSH-Px 活性 以 及 T-AOC 有 


显著 影响 (P<0.05)， 但 对 肝脏 CAT、T-SOD 活性 无 显著 影响 (P>0.05)。 
多 重 比 较 发 现 ，Diquat 诱导 氧化 应 激 后 ， 仔 猪 肝 脏 GSH-Px、T-SOD 活性 和 T-AOC 显著 下 


降 (P<0.05)， 肝 脏 MDA 含量 显著 上 升 (P<0.05)。 仔 猪 正 常生 理 状态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 


显著 提高 了 肝脏 GSH-Px 活性 以 及 TAOC (P<0.05)， 显 著 降 低 了 MDA 含量 CP<0.05)， 但 对 肝 


2 


HÈ CAT, T-SOD 活性 无 显著 影响 CP>0.05); 仔猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 显著 提 


高 了 肝脏 GSH-Px、T-SOD 活性 及 工 AOC (P<0.05)， 显 著 降 低 了 肝脏 MDA 含量 (P<0.05)。 


表 5 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 肝脏 抗 氧 化 指标 的 影响 


Table 5 Effects of Ala-Gln on liver antioxidant indices of weaned piglets challenged with oxidative 


stress 
项 目 Diquat (-) Diquat (+) P 值 P-value 
5 0.3% 0 0.3% SEM Ala-Gln X 

Items Ala-Gln Ala-Gln Ala-Gln Diquat Diquat 
RERIT 
物 酶 
GSH-Px/(U/me 76.57° 92.348 58.844 69.75° 2.820 <0.01 <0.01 0.02 
prot) 
WAL AB 
CAT/(U/mg prot) 4.97% 5.168 4.59° 4.87% 0.085 0.14 0.04 0.77 
总 超 氧 化 物 歧化 
酶 
TSOD/(U/mg 408.35 426.04? 347.22° 384.79 8.145 0.01 <0.01 0.33 
prot) 
Ae 
MDA/(nmol/mg 0.80* 0.714 1.208 0.92? 0.012  <0.01 <0.01 <0.01 
prot) 
总 抗 氧化 能 力 

3.62° 4.328 2.28* 3.60° 0.180  <0.01 <0.01 0.03 


T-AOC/(U/mg 


prot) 


2.4 


Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 肝脏 GPx4、SOD1 mRNA 表达 量 


著 影 响 (P<0.05)。 


仔猪 正常 


CP<0.05 )。 


生理 状态 下 ， 
(P<0.05); 仔猪 氧化 应 激 状态 下 , 饲 粮 


Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 肝脏 GPx4. SOD1 mRNA 


添加 


Diquat 诱导 氧化 应 激 后 ， 仔 猪 肝脏 SOD1 


状态 下 ， 饲 粮 
应 激 状 态 下 ， 


Hz] 
by 


添加 Ala-Gln 使 用 


F 脏 中 SOD1 


饲 粮 中 添加 Ala-Gln 使 肝脏 GPx4 mRNA 表达 


Ala-Gln 使 肝脏 GPx4 mRNA Ki 


mRNA 表达 量 显著 提高 


mRNA 表达 


的 影响 见 表 6。 由 表 


知 ，Diquat、Ala-Gln 及 Diquat 与 Ala-Gln 的 交互 效应 对 肝脏 GPx4. SOD1 mRNA 表达 


(CP<0.05)。 仔 猪 了 了 


中 数据 可 
量 均 有 显 


量 提 高 了 166.7% 


E 常 生理 


大 量 降 低 了 59.4% (P>0.05);， 仔 猪 氧 化 
粮 中 添加 Ala-Gln 使 肝脏 中 SOD] mRNA 表达 量 降 低 了 40.0% (P<0.05)。 


表 6 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 肝脏 GPx4、SOD1 mRNA 表达 量 的 影响 


Table6 Effects of Ala-Gln on liver GPx4, SOD1 mRNA expressions of weaned piglets challenged 


with oxidative stress 


项 Diquat 〈-) Diquat (+) P{& P-value 
0 0.3% 0.3% SEM 

items Ala-Gln Ala-Gln Ala-Gln Diquat Ala-Gln X Diquat 
谷 胱 甘 肽 过 氧化 
YORE 4 0.024° 0.047° 0.030° 0.0807 0.005 <0.01 <0.01 <0.01 
GPx4 
EA 
EAL 
1 0.032° 0.013° 0.1252 0.075° 0.010 <0.01 <0.01 0.03 
SOD1 
3 Ww 论 
3.1 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 血清 抗 氧 化 指标 的 影响 

仔猪 断奶 后 ， 食 物 从 母乳 到 饲 粮 的 转变 ， 使 采 食量 又 降 ， 不 能 满足 机 体 对 Gin 的 需求 。 而 
Gin 作为 重要 的 抗 氧 化 活性 物质 ， 外 源 性 添加 Gln， 可 有 效 改善 仔猪 生长 性 能 ， 保 护 肠 道 形态 结 
构 ， 缓 解 仔猪 断奶 应 激 B821。 作 为 Gln 的 蔡 代 产品 ，Ala-Ghn 与 Gin 有 相似 的 功能 。 在 应 激 状态 
下 ， 机 体 对 Gln 的 需要 量 加 大 ， 内 源 性 Gln 不 能 满足 机 体 的 需求 。 且 断奶 后 仔猪 不 能 通过 母乳 获 
得 Gn， 断 奶 仔 猪 饲 粮 中 添加 Gin 或 Ala-Gln 显得 尤为 重要 031。 动 物体 内 抗 氧 化 系统 主要 由 


GSH-Px、 超 氧化 物 歧化 酶 SOD )、CAT 和 一 


些 低 分 子 化 合 物 维生素 C、 维 


生 素 E、GSH 等 ) 
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组 成 。 其 中 血清 抗 氧化 酶 活性 反映 了 动物 机 体内 的 氧化 还 原状 态 。 饲 粮 中 添加 Gin 也 可 有 效 防止 
机 体 由 于 前 体 物质 不 足 而 造成 的 GSH 合成 障碍 09。 


前 期 的 试验 研究 发 现 ， 饲 粮 中 添加 0.3% Ala-Gln 可 显著 提高 21~28 日 龄 仔猪 生长 性 能 [19。 


本 研究 发 现 ， 仔 猪 正常 生理 状态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 能 够 显著 提高 血清 Gln 含量 ， 使 得 机 体 


内 Gln 得 到 补充 ， 有 提高 血清 GSH 含量 及 GSH-Px、CAT 活性 的 趋势 。 这 与 戴 定 威 等 09 研 究 结 


果 相 似 。 试 验 中 还 发 现 ， 血 清 T-SOD 活性 显著 降低 ， 这 可 能 是 因为 机 体 处 于 氧化 还 原平 衡 状态 ， 


并 不 需要 太 多 抗 氧 化 酶 就 足够 维持 自身 稳 态 。 同 样 ， 张 军民 等 上 研究 发 现 ， 试 验 组 饲 粮 中 添加 


1.2% Gln 提高 了 35 日 龄 仔猪 血清 GSH-Px 活性 ,降低 了 血清 SOD 活性 。 而 席 鹏 梢 等 089 研 究 发 现 ， 


通过 向 仔猪 饲 粮 中 添加 Gln 三 肽 ， 使 断奶 后 血清 SOD 活性 显著 提高 ， 这 可 能 是 由 于 添加 物质 规 


格 和 水 平 不 同 所 导致 。 通 过 注射 Diquat 模拟 氧化 应 激 状 态 能 够 显著 降低 仔猪 


清 中 GSH-Px、 


i 


= TSOD 活性 ， 并 显著 降低 血清 TAOC， 且 血清 MDA 含量 显著 升 高 。 这 正 验 证 了 当 仔 猪 遭 受 持 
© 续 的 氧化 应 激 时 ， 血 清 GSH-Px, T-SOD 活性 的 下 降 是 为 了 调节 机 体内 氧化 和 还 原平 衡 。 研 究 表 
= 明 ， 动 物体 内 抗 氧 化 物 酶 活性 的 降低 ， 是 因为 终 产 物 过 氧化 氧 〈HzO:) 的 反馈 调节 作用 或 超 氧 
N HAF (05) 使 抗 氧 化 物 酶 灭 活 ， 徐 静 等 四 研究 也 发 现 ， 通 过 仔猪 腹腔 注射 Diquat 模拟 氧化 应 


激 ， 显 著 或 极 显著 降低 了 第 7、14、21、28 天 血清 GSH-Px、T-SOD 活性 ， 抑 制 


羟 自 由 基 能 力 ， 
显著 提高 了 血清 MDA 含量 ， 在 第 7、14、21、28 天 血清 CAT 活性 有 降低 趋势 ，H20, 含量 有 增 
加 趋势 。 

本 试验 研究 发 现 ， 仔 猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 饲 粮 中 添加 0.3% 的 Ala-Gln 可 显著 提高 血清 Gln. 


= GSH 含量 ， 并 能 显著 提高 血清 GSH-Px, SOD 活性 及 TAOC， 血 清 MDA 含量 有 降低 趋势 。 仔 
© 猪 氧 化 应 激 状 态 下 ， 机 体 为 维持 氧化 和 还 原 的 动态 平衡 , 需要 提高 抗 氧化 能 力 。 而 通过 外 源 添加 


Ala-Gln 能 够 提高 血清 中 Gln 含量 ，GSH-Px 大 量 合成 ， 同 时 SOD 也 持续 发 挥 作用 ，T-AOC 得 到 
显著 提高 ， 缓 解 了 氧化 应 激 的 强度 ， 从 而 使 仔猪 免 受 应 激 伤害 。 
3.2 ”Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔猪 空肠 、 肝 脏 抗 氧化 指标 的 影响 

小 肠 和 肝脏 作为 动物 体内 最 活跃 的 两 大 部 位 ， 能 够 为 机 体 提 供 源源 不 断 的 营养 素 和 免疫 因 
T, 同时 在 应 激 状 态 下 也 最 容易 受到 损伤 。 小 肠 和 肝脏 组 织 中 具有 完善 的 抗 氧化 系统 ， 抗 氧化 酶 
的 表达 和 合成 机 制 也 非常 完善 。 


[uy 


q 


仔猪 正常 生理 状态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Ghn 能 够 显著 提高 空肠 GSH-Px 活性 ， 从 而 显著 提高 


了 TAOC， 空 肠 MDA 含量 显著 下 降 ， 空 肠 T-SOD 活性 也 有 显著 提高 ， 这 可 能 是 由 于 仔猪 肠 道 


接触 各 种 应 激 源 ， 因 此 需要 更 强 的 抗 氧化 力 来 维持 组 织 稳 态 。 当 仔猪 遭受 氧化 应 激 时 ,仔猪 的 空 
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肠 GSH-Px、T-SOD 和 CAT 活性 显著 下 降 ，T-AOC 显著 下 降 ，MDA 含量 显著 提高 。 而 Ala-Gln 


添加 组 的 仔猪 空肠 GSH-Px, T-SOD 活性 显著 提高 ，T-AOC 显著 提高 ，MDA 含量 显著 降低 。 这 
表明 Ala-Gln 可 以 通过 提高 仔猪 空肠 抗 氧化 酶 活性 , 增强 抗 氧化 能 力 , 减缓 氧化 应 激 危 害 。 同 时 ， 


仔猪 饲 粮 中 添加 Aln-Gln 也 能 够 显著 提高 肝脏 GSH-Px 活性 和 工 AOC， 显 著 降 低 MDA 含量 。 氧 


化 应 激 状态 使 仔猪 肝脏 GSH-Px、T-SOD 活性 显著 下 降 ，T-AOC 和 MDA 含量 显著 上 升 ，CAT 活 
性 显著 下 降 ， 仔 猪 肝脏 受到 应 激 损伤 。 大 量 试验 研究 也 发 现 ， 氧 化 应 激 能 够 降低 仔猪 肝脏 SOD 


活性 ， 提 高 MDA 含量 0?20。 当 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 时 ， 能 显著 提高 氧化 应 激 状 态 下 仔猪 肝脏 


ffin 


GSH-Px, CAT 和 T-SOD 活性 。 这 可 能 是 由 于 外 源 性 添加 Ala-Gln 后 血清 Gln 含量 增加 ，GSH-Px 
合成 水 平 增 加 ， 保 护 组 织 细胞 不 受 氧化 损伤 ，CAT 和 T-SOD 能 够 维持 酶 活性 ， 正 常 发 挥 抗 氧化 
作用 。 这 也 表明 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 可 以 提高 仔猪 肝脏 抗 氧化 能 


3.3 Ala-Gln 对 氧化 应 激 断 奶 仔 猪 肝 脏 GPx4、SOD1 mRNA 表达 量 的 影响 


GSH-Px 和 SOD 作为 2 种 重要 的 抗 氧 化 酶 ， 在 机 体 遭 受 持续 氧化 应 激 时 ， 能 够 及 时 清除 堆 


积 自由 基 ， 维 持 氧化 与 还 原 动 态 平衡 。GPx4 是 机 体内 抗 氧化 酶 类 GSH-Px 家 族 中 的 重要 成 员 ， 
在 不 同 组 织 中 发 挥 重要 的 抗 氧化 功能 好。GPx4 是 哺乳 动物 细胞 中 唯一 能 直接 还 原生 物 膜 上 的 磷 
脂 氧 过 氧化 物 ， 从 而 保护 生物 膜 免 受 氧化 应 激 损 伤 研究 表明 ， 在 仔猪 肝脏 中 GPx4 mRNA 
表达 量 显著 高 于 其 他 组 织 ，SOD mRNA 表达 量 也 相对 较 高 24。 
本 试验 研究 发 现 ， 氧 化 应 激 状 态 断 奶 仔猪 肝脏 为 维持 氧化 与 抗 氧化 的 动态 平衡 ， 提 高 


GPx4、SOD1 mRNA 表达 量 , 使 肝脏 抗 氧化 酶 活性 提高 。 外 源 性 添加 Ala-Gln 后 ， 正 常生 理 状态 


Y 
& 


下 和 应 激 状 态 下 ，GPx4 mRNA 表达 量 都 显著 提高 ， 而 SOD] mRNA 表达 量 反 而 显著 降低 。 这 与 
Hiraishi 等 P53 研究 结果 一 致 ， 说 明 动物 机 体内 整个 抗 氧化 防御 体系 存在 酶 学 机 制 反 应 ， 在 正常 、 

应 激 和 病理 状态 下 ,动物 机 体 的 抗 氧化 能 力 维持 相对 恒定 。 同 时 Hiraishi 等 23 研 究 表明 ， 细 胞 在 
处 于 氧化 应 激 状 态 下 , SOD mRNA 的 表达 受 超 氧 阴离子 
mRNA 表达 量 升 高 ， 组 织 内 自由 基 得 到 及 时 清除 ，SOD 的 作用 较 少 。 通 过 菊 光 定量 PCR 结果 进 


一 步 证 实 ， 添 加 Ala-Gln 可 以 减少 氧化 应 激 产生 的 自由 基 ， 通 过 提高 GSH-Px mRNA 表达 量 ， 提 


基 的 诱导 。 当 Gln 含量 增加 , GSH-Px 


4 结论 
Q@ 和 仔猪 正常 生理 状态 下 , 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 可 显著 提高 血清 Gin 含 
空肠 和 肝脏 GSH-Px 活性 和 工 AOC， 显 著 降 低空 肠 和 肝脏 MDA 含量 。 


@ 仔 猪 氧化 应 激 状 态 下 ， 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 可 显著 提高 血清 、 空 肠 和 肝脏 的 部 分 抗 氧 化 指 
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标 ， 降 低 MDA 含量 ， 显 著 提 高 肝脏 GPx4 mRNA 表达 量 ， 显 著 降 低 SODI mRNA 表达 量 。 
@ 饲 粮 中 添加 Ala-Gln 可 减缓 氧化 应 激 对 断奶 仔猪 机 体 组 织 的 损伤 ， 且 在 氧化 应 激 状 态 下 效 
果 更 为 显著 。 
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Effects of Alanyl-Glutamine Alleviate Oxidative Damage Induced by Diquat of Weaned Piglets 
XIN Xiangrong YE Yaling YOU Jinming* HE Qin DENG Chenxi 
(Nutrition Feed Development Engineering Center of Jiangxi Province, Key Laboratory of Animal 
Nutrition in Jiangxi Province, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China) 


Abstract: This experiment was conducted to study the effects of alanyl-glutamine (Ala-Gln) alleviate 
oxidative damage induced by Diquat of weaned piglets. The method of double-factor design is adopted. 
Twenty four piglets with health condition and similar parity weaned at 21 days of age were randomly 


divided into 2 groups with 12 replicates in each group and 1 pig in each replicate. Pigs in two groups 


were fed control diet and control diet+0.30% Ala-Gln, respectively. After 7 days pre feeding, based on 
the prophase feeding, the 24 piglets were randomly divided into 4 groups with 6 replicates in each 
group and 1 pig in each replicate. The four groups were basal diet group, basal diet+0.3% Ala-Gln 
group, basal diet stress group and basal diet+0.3% Ala-Gln stress group, respectively. Piglet oxidative 
stress was simulated by intraperitoneal injection of 8 mg/kg BW Diquat, and the unstressed groups 
were injected with the same volume of sterilized saline. The experiment lasted for 7 days. The results 
showed as follows: 1) piglets under oxidative stress state, compare with the basal diet stress group, 
dietary supplemented with Ala-Gln significantly increased the contents of glutamine (Gln), glutathione 
(GSH) and activities of glutathione peroxidase (GSH-Px), total superoxide dismutase (T-SOD) and 
total antioxidant capacity (T-AOC) in serum (P<0.05). 2) Piglets under normal physiological state and 
oxidative stress state, compared with corresponding basal diet group and basal diet stress group, dietary 
supplemented with Ala-Gln significantly increased the GSH-Px activity and T-AOC in jejunum 
(P<0.05), and significantly decreased the malondialdehyde (MDA) content (P<0.05); dietary 
supplemented with Ala-Gln significantly increased the GSH-Px activity and T-AOC in liver (P<0.05), 
and significantly decreased the malondialdehyde (MDA) content (P<0.05). 3) Piglets under oxidative 
stress state, compare with the basal diet stress group, dietary supplemented with Ala-Gln significantly 
increased the liver glutathione peroxidase 4 (GPx4) mRNA expression (P<0.05) , and significantly 
decreased the superoxide dismutase 1 (SOD1) mRNA expression (P<0.05) . These findings indicate 
that piglets under normal physiological state and oxidative stress state, diets supplemented with 
Ala-Gln can improve antioxidant capacity and decrease MDA content of piglets, and to alleviate the 
organism tissue damage of oxidative stress of weaned piglets, especially under oxidative stress state. 
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